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EXTRAIT DE TOURTEAU DE GRAINES DE NOIX 



PCT/FR99/02925 



L ! invention se rapporte a un extrait de tourteau de graine de noix. Elle 
5 concerne egalement une composition cosmetique comprenant ledit extrait. Elle a 
aussi pour objet differentes applications de l'extrait et done de la composition 
cosmetique. 

Dans la suite de la description et dans les revendications, on designe par 
10 « tourteau de graine de noix », le residu de pressage de la graine de la noix apres 
extraction de Fhuile qu'elle contient communement appelee « huile de noix ». 

Les noyers appartenant a la famille des juglandacees sont largement repandus 
et cultives dans les pays temperes. II s'agit notamment du Juglans regia present en 
15 Europe ou encore du Juglans nigra present en Amerique, lesquels font l'objet d'un 
certain nombre ^applications. 

On a ainsi decrit, dans le document RO-A-103 270, une composition 
cosmetique utilisee pour le lavage des cheveux et comprenant en combinaison un 
20 salicylate et un extrait alcoolique de noyer du type Juglans regia. Toutefois, rien 
n'est indique concernant la partie de l'arbre a partir de laquelle l'extrait est obtenu. 

On a egalement decrit, dans le document EP-A-0 306 853, une composition 
cosmetique presentant des proprietes germicides contenant des extraits d'ecorces de 
25 racines d ! arbres de la famille des juglandacees. 

De meme, on a identifie certaines parties de la noix comme presentant des 
proprietes interessantes. 

30 C'est par exemple le cas du brou de noix constituant la partie chamue externe 
de la noix, lequel contient un compose naphtoquinonique (le juglone) utilise 
comme teinture capillaire. 
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En revanche, le residu de pressage de la graine de la noix constituant le 
tourteau n'a jamais ete valorise et n'a par consequent pas re9u duplication 
particuliere. 

5 Le Demandeur a cherche a isoler un extrait de tourteau de graine de noix et a 

. constate qu ! il presentait un certain nombre de proprietes interessantes. 

L'invention concerne done un extrait de tourteau de graine de noix produites 
par un noyer du genre Juglans susceptible d'etre obtenu par une etape de 
1 0 maceration aqueuse dudit tourteau, puis une etape de concentration. 

Avantageusement, la concentration est effectuee par osmose inverse. 

Par ailleurs et en pratique, la maceration est effectuee a une temperature 
15 comprise entre 3 et 10° C, avantageusement 4° C. Une temperature inferieure a 
4°C est trop froide et peut provoquer la formation de glace. Une temperature 
superieure a 4° C est au contraire trop elevee et risque de provoquer la degradation 
de I'activite de Textrait. 

20 L'extrait obtenu se presente sous forme d'une solution aqueuse concentree. 

Pour obtenir l'extrait sous forme de poudre, on fait suivre l'etape de 
concentration par une etape de sechage ou de lyophilisation. 

25 Avantageusement, les noix dont est issu 1'extrait de tourteau sont produites 

par un noyer commun (Juglans regia). 

Comme deja dit, Textrait de tourteau de noix de Tinvention presente un 
certain nombre de proprietes interessantes de sorte qu'il peut etre utilise pour 
30 differentes applications, notamment au sein de compositions cosmetiques. 



35 
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II Activite protectrice de I'extrait d e tourteau de ? raine de nniv ^is-fr^ 
de rpxydation intracellulaire provoquee par un stress oxvdatif du typ e TTVtt 

L'approche experimental utilisee pour cette evaluation est basee sur la 
5 mesure du taux d'oxydation intracellulaire, apres exposition aux UVB de 
keratin ocytes humains cultives en absence et en presence de I'extrait de l'invention. 

Methodes 

10 Des keratinocytes humains normaux isoles a partir de peaux de prepuces 

obtenues lors d'interventions chirurgicales sont cultives en milieu KGM "serum 
free" a 37° C, en atmosphere humide air-C0 2 (95-5 %). 

Apres etude de cytotoxicity trois concentrations d'extrait ont ete retenues 
15 pour revaluation : 10 ng/ml, 100 |ag/ml, 250 |ag/ml. 

Principe du test 



Le principe du test est base sur la mesure du degre d'oxydation intracellulaire 
20 a l'aide d'une sonde specifique : DCFH-DA (2\ T - trichlorodihydrofluorescelne 
di acetate). 

Le DCFH-DA, sonde non fluorescente, penetre par diffusion passive a 
Finterieur des cellules. Apres clivage des groupements acetate par les esterases 
25 intracellulars, le DCFH s'accumule au niveau du cytosol. L'oxydation 
intracellulaire du DCFH par differentes Especes Oxygenees Reactives (EOR) 
conduit a la formation d'un produit fluorescent. 

La mesure des intensites de fluorescence permet d'evaluer le degre 
30 d'oxydation des cellules soumises a un stress oxydatif. 

Apres avoir ete detachees d'e leur support, les suspensions de keratinocytes 
sont ensemencees dans des plaques 24 cupules. Les cellules sont incubees a 37° C 
pendant 24 heures, avec le milieu contenant Textrait a l'etude. 

35 
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Apres incubation avec les differentes concentrations d'extrait a tester, les 
cultures sont rincees a I'aide d'une solution de PBS, puis exposees aux UVB a 
travers une solution de PBS. 

Apres irradiation des cellules, la solution de PBS est remplacee par une 
solution de DCFH-DA. Apres incubation de la sonde fluorescente, les tapis 
cellulaires sont abondamment rinces au PBS, puis les cellules sont remises a 
incuber a 37° C pendant 24 heures avec du milieu de culture neuf. 

En fin d'essai, les keratinocytes mis en suspension sont transferes dans des 
cuves thermostatees et les intensites de fluorescence (Abs = 502 nm, Em = 520 
nm) sont mesurees et exprimees en pourcentage par rapport aux cultures controles 
non irradiees. 



5 Les resultats sont exprimes dans le tableau suivant : 





Degre d'oxydation 


Activite protectrice 


1 emoin 






-pasUV 


100 




- 25 mJ/cm 2 


144 




- 50 mJ/cm 2 


176 




10 ng/ml 






- pas UV 


100 




- 25 mJ/cm 2 


116 


39 


- 50 mJ/cm 2 


125 


65 


100 pg/ml 






-pasUV 


100 




- 25 mJ/cm 2 


107 


74 


- 50 mJ/cm 2 


115 


79 


250 pg/ml 






-pasUV 


100 




- 25 mJ/cm 2 


98 


104 


- 50 mJ/cm 2 


106 


92 
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Dans les conditions de cette etude, l'extrait de 1'invention protege de maniere 
dose dependante la cellule vis-a-vis du stress oxydatif induit par irradiation UVB. 
L'extrait est done capable de reguler le taux d'especes oxygenees reactives (EOR) 
qui se forment. L'extrait possede la capacite de proteger la cellule du stress 
5 oxydatif, e'est-a-dire de bloquer la formation de EOR et/ou d'inhiber leur reactivite 
par un processus de "piegeage". 

Dans une premiere application, l'extrait de Invention peut done etre utilise 
pour proteger les cellules cutanees du stress oxydatif induit par irradiation UVB. 

10 

21 Activite protectrice des cellules vis-a-vis de Tapoptose induite p ar les 
radiations UVB 

15 Les EOR capables de reagir directement avec 1'ADN peuvent introduire au 

niveau de ce constituant de multiples modifications chimiques. Ces modifications, 
qui ont pour consequence une perturbation du programme genetique de la cellule, 
sont dans Tensemble corrigees par des enzymes dites de reparation. 

20 Toutefois, lorsque cette reparation n f est pas totale, la cellule rentre dans un 

programme de mort cellulaire programmee ou apoptose conduisant a leur 
elimination. 

Evaluation de Vactivite protectric e des cellules vis-a-vis de Vapoptose induite 
25 par les radiations UVB 

Ce pouvoir protecteur vis-a-vis de Vapoptose induite par les UVB a ete evalue 
sur cultures de keratinocytes monocouches, par determination du pourcentage de 
cellules apoptotiques au moyen du kit APOPTAG ® (test semi-quantitatif). 

30 

Methode 



Les keratinocytes sont obtenus a partir de cultures primaires de prepuces et 
sont mis a proliferer dans un milieu conditionne (KGM) f, serum free M . 

35 
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Apres avoir ete detachees de leur support, les suspensions de keratinocytes 
sont rnises en culture dans des plaques 24 puits. Les cellules sont cultivees dans du 
milieu Iscove complement^ par des antibiotiques et du serum de veau foetal (5 %). 
Elles sont mises en presence de Textrait de l'invention pendant 24 heures a deux 
5 concentrations (10 et 100 ^ig/ml), puis stimulees par des radiations UVB. 

Le nombre de cellules apoptotiques est determine 72 heures apres irradiation 
en milieux traites et non traites en utilisant le kit APOPTAG ®. Les cassures 
d'ADN sont visualisees par emission de fluorescence. Le nombre de cellules en 
10 apoptose est evalue par comptage du nombre de cellules fluorescentes sur un total 
de 200 cellules. 

Le pourcentage de reduction des cellules apoptotiques sous Taction de 
Textrait de l'invention est determine. 

15 

Les resultats sont exprimes dans le tableau suivant. 



Extrait de l'invention (jig/ml) 


Pourcentage de cellules apoptotiques 
induit par les UV 


0 


70 


10 


55 


100 


49,5 



20 Sous Tinfluence de Textrait de l'invention, le taux de cellules apoptotiques 
engendre par les UV (70 %) est reduit de maniere dose dependants 

Les resultats de cette etude demontrent que l'extrait de Tinvention possede des 
proprietes antiapoptotiques a faibles concentrations, consecutives a sa capacite a 
25 limiter la formation et/ou Taction des EOR. 



30 
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3/ Activite antMnflammat oire de l'extrait de fnnrteau de graine rip P ™ 
de Tinvention 



In vivo, les stress environnementaux et notamment les UV, en stimulant la 
5 formation de radicaux libres, favorisent Texpression de nombreux mediateurs 
epidermiques, capables de conditionner le developpement d'une inflammation. 

Le Demandeur a constate que l'extrait de tourteau de graine de noix etait 
efficace pour limiter le developpement de la reaction inflammatoire. 

10 

Cette activite a ete evaluee in vitro sur des keratinocytes et des macrophages. 

Les keratinocytes sont obtenus a partir de cultures primaires de prepuces et 
sont mis a proliferer dans un milieu conditionne pendant deux semaines. Au terme 
1 5 de cette periode, les keratinocytes sont mis en culture dans des plaques 24 puits. 

Les macrophages sont obtenus a partir de prelevements sanguins apres 
centrifugation. Apres traitement usuel, ils sont mis a adherer sur boite de Petri. 

20 On teste l'extrait de Tinvention a une concentration determinee. Un lot de 

culture temoin, non traite par l'extrait de Tinvention est mene en parallele. 

Les keratinocytes et les macrophages obtenus sont ensuite soumis aux deux 
stimuli suivants. 

25 

Le premier stimulus consiste a declencher une reaction inflammatoire 
specifique en activant les keratinocytes et les macrophages par de TIL 4 (10 
nanogrammes par millilitre) pendant 48 heures, afin d'induire la production de 
CD23 (recepteur de basse affmite pour les IgE), lesquels sont ensuite actives par 
30 les complexes immuns a IgE. 

Le second stimulus consiste a declencher dans les cellules une reaction 
inflammatoire non specifique en activant les keratinocytes et les macrophages par 
un melange IFN y (1000 unites par millilitre) et d ! extrait de lipopolysaccharide 
35 LPS ( 10 microgrammes par millilitre). 
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Les cellules ainsi stimulees sont maintenues en culture pendant 48 heures 
avant de prelever les surnageants qui sont ensuite testes par colorimetrie ou 
methode ELISA pour determiner Ieur contenu respectif en derives nitres (NO) et en 
TNFa, constituant les mediateurs pro- inflammatories. 

5 ■ 

Les resultats du test sont presentes dans le tableau ci-dessous. 



Stimulation par les IgE (IL 4 ) 


TNFa (pg/ml) 


NO(nM) 


Keratinocytes 


1 emom 
Extrait de l'invention 
(1/100 V/V) 


275 ±16 
102+11 


9±2 
0,5 ± 0,1 


Macrophages 


Temoin 
Extrait de l'invention 
(1/100 V/V) 


985 ± 85 
125 ±15 


5±1 
non detectable 


Stimulation par IFN y /LPS 


Keratinocytes 


Temoin 
Extrait de l'invention 
(1/100 V/V) 


775 ± 45 
302 ±17 


19 ±3 
2,4 ± 0,8 



Les resultats de ce test demontrent la capacite de r extrait de l'invention a 
10 moduler la liberation des mediateurs pro-inflammatoires en reponse a divers 
stimuli. 



En effet, dans le cas d'une inflammation dependante des IgE, declenchee par 
IL 4 , Textrait de l'invention presente une activite anti-inflammatoire sur les 
15 keratinocytes (diminution de la synthese de NO et de TNFa). On note une activite 
renforcee du meme type sur les macrophages. 

Dans le cas d'une inflammation non specifique declenchee par l'association 
IFNy/LPS, seuls les keratinocytes sont a meme de produire a la fois des TNFa et 
20 des derives nitres. Dans ce cas precis, l'extrait de l'invention presente egalement 
une activite anti-inflammatoire significative. 
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L'extrait de Invention pourra etre avantageusement incorpore dans des 
compositions cosmetiques destinees a etre appliquees sur des peaux sensibles, qui 
sont des peaux hyper-reactives et done tres receptives aux stress 
environnementaux, tels que les radiations UV, les agents chimiques irritants, les 
..^v; 5 -chocs thermiques, la pollution, les agents allergiques, etc... 

Dans ce cas, on pourra proteger la peau de tous stress environnemental et 
notamment du rayonnement UV selon un procede consistant a appliquer sur la 
peau une quantite efficace de l'extrait de Pinvention ou d'une composition 
10 comprenant ledit extrait. 

L'extrait de l'invention peut egalement etre incorpore dans des compositions 
cosmetiques ayant un potentiel irritant comme celles comprenant des agents tensio- 
actifs ou des a-hydroxyacides, afin de limiter Timpact de certaines reactions 
1 5 proinflammatoires liees a ces composants. 

4/ Activite anti-age de Pextrait de tourteau de graine de noix de 
^invention vis a vis de la peau 

20 

On a egalement constate que l'extrait de tourteau de graine de noix de 
Tinvention etait efficace dans la lutte contre le vieillissement de la peau de par son 
activite : 

• stimulante de la synthese proteique des keratinocytes de 1'epiderme et 
25 fibroblastes du derme ; 

• anti-collagenasique ; 

• anti-elastasique. 

L'extrait peut done etre utilise dans des compositions cosmetiques destinees a 
30 lutter contre le vieillissement de la peau. 

Le vieillissement de la peau resulte d'une senescence programmee conduisant 
a unc atrophie du tissu cutane, qui apparait particulierement prononce au niveau du 
derme. Cette atrophie provient d'un ralentissement du metabolisme cellulaire et est 
35 al" brigine de l'apparition notamment de rides. 
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Le derme est un tissu conjonctif compose d'une matrice extTacellulaire (MEC) ' 
synthetisee par les fibroblastes. La MEC, responsable des proprietes mecaniques de 
la peau, est constituee de differentes proteines, dont le collagene (type I et type III) 
Telastine et les glycosaminoglycanes (essentiellement acide hyaluronique et 
5 dermatane sulfate). 

Au cours du temps, s'instaure une alteration autant qualitative que 
quantitative de la matrice extra-cellulaire. Cette alteration se traduit par une 
degenerescence du reseau collagenique, du reseau elastique et par une diminution 
10 de la teneur en glycosaminoglycanes el plus particulierement en acide 
hyaluronique. Ces modifications resultent a la fois d'une diminution de la capacite 
des fibroblastes a synthetiser la matrice extracellulaire, et d'un desequilibre dans 
1'expression de certaines proteinases, notamment les proteinases dites Matrix 
Metallo proteinases et les proteinases dites Tissu Inhibitor Metallo Proteinases. 

15 

De la sorte, au cours du vieillissement, les proprietes mecaniques de la peau 
regressent et on observe une diminution de la force de tension ou de la rigidite 
(perte du reseau collagenique), une diminution de Telasticite et de la resilience 
(degenerescence du reseau elastique), le tout accompagne d'un effondrement de 
20 Thydradatation (baisse du taux decide hyaluronique) a l'origine d'une perte de la 
turgescence dermique. 

Des tests ont ete realises pour demontrer Tactivite anti-age de Textrait de 
Tinvention vis a vis de la peau. 

25 

• activite st imulante de Textrait de Tinvention sur la synthese proteique des 
keratinocvtes de Vepiderme et des fibroblastes du derme humain 

a) Cytotoxicite 

30 

On a tout d'abord realise un essai de cytotoxicite de l'extrait de Tinvention sur 
des fibroblastes pour determiner la dose maximale d'extrait n'entrainant pa^ia 
cytotoxicite. 

35 La viabilite cellulaire est evaluee, en firi d'essai, par un test colorimetrique au 

MTT. Le principe de ce test resulte de la transformation, par la succinyl 
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deshydrogenase mitochondriale des cellules metaboliquenient actives, du 3(4,5- 
dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide (substrat soluble jaune a 
1'etat oxyde) en formazan bleu-violet. La densite optique de la solution bleu-violet 
obtenue en fin d'essai est proportionnelle au nombre de cellules vivantes. 

5 

On a evalue la cytotoxicity de l'extrait de Tinvention a partir de neuf 
concentrations differentes d'extrait comprises entre 0,01 et 10 mg/ml. Une premiere 
evaluation a ete effectuee apres 24 heures. 

10 On a realise une seconde evaluation apres 48 heures sur des concentrations 

comprises entre 0,05 et 5 mg/ml. 



Les resultats figurent dans le tableau ci-apres. 



Concen- 
tration 
mg/ml 


0,1 


0,25 


0,5 


0,75 


1 


2,5 


5 


10 


Viabihte 
(24 h) 


108% 


non 
determine 


112% 


non 
determine 


107% 


non 
determine 


80% 


68% 


Viabilite 
(48 h) 


110% 


109 % 


107% 


99% 


94% 


77% 


53% 


non 
determine 



Apres 24 heures de contact, les concentrations d'extrait inferieures ou egales a 
1 mg/ml n'induisent aucune diminution significative de la reponse cellulaire vis-a- 
vis du MTT. De meme, les resultats apres 48 heures confirment la non toxicite des 
concentrations inferieures ou egales a 1 mg/ml. De la sorte, la concentration en 
20 extrait de tourteau de graine de noix de 1 mg/ml a ete retenue comme dose 
maximale non cytotoxique pour la suite de cette etude. 

b) Etude sur les keratinocytes de Vepiderme 

25 On cultive des keratinocytes en monocouches. A J-l, les keratinocytes sont 

detaches de leur support par trypsination douce. Apres centrifugation, les cellules 
sont remises en suspension dans un milieu de culture optimal. Les suspensions 
cellulaires sont ensuite ensemencees. 
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24 heures apres ensemencement (J 0 ), les milieux de culture sont elimines et 
remplaces par un milieu contenant differentes concentrations d'extrait de tourteau 
de graine de noix. 

5 

Une fois traitees, les keratinocytes sont replaces a l'etuve a 37° C et incubes 
pendant 72 heures en atmosphere air-C0 2 (95/5 %). 

On realise en fin d'essai un dosage de proteines cellulaires totales par la 
10 methode au bleu de Cooomassie. Ce test consiste tout d'abord a rincer en fin de 
traitement les cellules avec du PBS. On ajoute ensuite une solution de NaOH (50 
ul) dans chaque puits. Apres 10 minutes d'incubation, 200 pi d'une solution diluee 
de Biorad est ajoutee dans chacun des puits. On mesure ensuite l'absorbance des 
solutions a 570 nanometres apres cinq minutes d'incubation. On construit 
15 parallelement une gamme etalon a l'aide de BSA (Bovine Serum Albumin) 
permettant de transformer les densites optiques obtenues en equivalents 
microgrammes de proteines par puits. 

Diverses concentrations d'extrait de tourteau de noix ont ainsi ete testees 
20 respectivement 0,1 mg/ml et 0,25 mg/ml dans le milieu suboptimal. On a 
egalement realise un lot temoin suboptimal et un lot temoin optimal. 



Le dosage des proteines s'est fait a J 0 et a J 3 . On a reproduit les resultats dans 
le tableau ci-dessous. 

25 





Proteines (pg/puits) 


Jo 


h 


1 emoin optimal 


3,04 


17,70 


1 emoin suboptimal 


3,04 


13,93 


Concentration 0,1 mg/ml 


3,04 


19,81 


Concentration 0,25 mg/ml 


3,04 


19,33 



On observe une tres nette augmentation de la masse de proteines cellulaires 
au niveau des keratinocytes traitees avec Textrait de l'invention. 
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De la sorte, l'extrait de l'invention a done bien un effet stimulant du 
metabolisme cellulaire, e'est-a-dire de la synthese proteique des keratinocytes. 



5 c) Etude sur les fibroblastes 

On a etudie dans ce test les effets de l'extrait de l'invention sur I'incorporation 
de leucine dans differentes fractions proteiques neosynthetisees par des fibroblastes 
humains en culture monocouche. 

10 

Apres culture des fibroblastes dermiques humains jusqu'a confluence des 
cellules, on change le milieu de culture par un milieu contenant 2 % de SVF 
(Serum de Veau Foetal) avec : 

• soit l'extrait de 1'invention a 4 concentrations differentes respectivement 
15 0,25 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml et 0,01 mg/ml ; 

• soit de la vitamine C (produit de reference). 

Un lot de culture temoin non traite est mene en parallele. 

20 Apres 24 heures d'incubation a 37° C, on ajoute de la leucine marquee ( 3 H 

leucine) dans le milieu de culture et on laisse incuber 48 heures supplementaires. 
On recueille separement : 

• d'une part, le milieu de culture, 

• d'autre part, le lysat des cellules apres lyse cellulaire, 

25 • et enfin la fraction insoluble (membranes, matrice deposee). 

Les macromolecules sont extraites puis on mesure par scintillation liquide 
I'incorporation du precurseur radioactif de ces molecules. 

30 



35 
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Les resultats figurent dans le tableau ci-dessous. 
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Macromolecules extraites du milieu de culture 



5 



Traitement 


coups/minute 


% Temoin 


P 

(significativite) 


1 emoin 


26257 ± 3567 


100 




Vitamme C 


34748 ± 2599 


132 


<0,05 


Extrait de J'invention 
0,25 mg/ml 
0,1 mg/ml 
0,05 mg/ml 
0,01 mg/ml 


340881 1971 
3257214184 
2851212771 
2766412519 


130 
124 
109 
105 


<0,05 
>0,05 
>0,05 
>0,05 



Macromolecules extr aites du milieu intracellular 



10 



Traitement 


coups/minute 


% Temoin 


P 

(significativite) 


Temoin 


3/29812213 


1UU 




Vitamine C 


3595314349 


y6 


>0,05 


Extrait de l'invention 
0,25 mg/ml 
0,1 mg/ml 
0,05 mg/ml 
0,01 mg/ml 


42786 1 5990 
43571 13921 
4153012844 
451991 1675 


115 
117 
111 
121 


>0,05 
>0,05 
>0,05 
>0,05 
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Fraction insoluble (matrice, membranes) 



Traitement 


coups/minute 


% Temoin 


P 

(significativite) 


1 emom 


50372 ±75 11 


1U0 




Vitamine C 


56865 ±3853 


113 


>0,05 


Extrait de Tinvention 
0,25 mg/ml 
0,1 mg/ml 
0,05 mg/ml 
0,01 mg/ml 


64060 ± 983 
54621 ±5542 
56352 ± 86 


131 
127 
108 
112 


<0,01 
<0,05 
>0,05 
>0,05 



5 

Total 



Traitement 


coups/minute 


% Temoin 


P 








(significativite) 


Temoin 


1139281 12162 


100 




Vitamme C 


127566 ± 10289 


112 


>0,05 


Extrait de l'invention 








0,25 mg/ml 


142737 ± 5090 


125 


<0,01 


0,1 mg/ml 


140204 ±8253 


123 


< 0,01 


0,05 mg/ml 


124663 ±7706 


109 


> 0,05 


0,01 mg/ml 


129216 ±2953 


113 


>0,05 



10 On constate que Vextrait a une concentration de 0,25 mg/ml a stimule de 
fa?on significative Incorporation de leucine dans la fraction proteines secretees 
solubles (identique au produit de reference vitamine C). 
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On observe egalement qu'a une concentration de 0, 1 mg/ml, l'extrait stimule 
encore Incorporation de leucine dans cette fraction. 

5 De meme, l'activite stimulante de l'extrait de 1'invention a 0,25 mg/ml et 0,1 

rng/ml a ete observee dans la fraction proteines insolubles. 

En revanche, on note que l'extrait de 1'invention ne modifie pas 
significativement Tincorporation de leucine dans la fraction cellulaire soluble, ce 
10 qui confirme que l'extrait de stimule pas la multiplication des fibroblastes en 
culture. 

En conclusion, Textrait de 1'invention stimulant 1'incorporation de leucine par 
les fibroblastes, on en deduit que l'extrait augmente significativement la synthese 
15 des proteines et plus specifiquement les proteines secretees par les fibroblastes, a 
savoir les proteines de la matrice extracellulaire (collagenes, glyco- 
saminoglycanes,...). 

• activite anti-elastasiq ue de l'extrait de Vinvention 

20 

Cette activite est evaluee sur des extraits cellulaires de fibroblastes de derme 
humain, isoles a partir de peau de prepuce et cultives selon les techniques de 
routine a 37° C, en atmosphere humide air-C0 2 (95/5 %). 

25 Les fibroblastes sont cultives en milieu DMEM supplement^ en serum de 
veau foetal (SVF 10 %) et passes regulierement jusqu'a obtention d'une biomasse 
suffisante. 

Pour realiser le test, les cellules sont decollees de leur support par 
30 trypsination. Apres centrifugation et traitement adequat, on recupere les extraits 
cellulaires. 

L/activite diastase des extraits cellulaires a ete evaluee en utilisant comme 
substrat le Suc-(L-Ala) 3 -p Nitroanilide (SANA). Des aliquots de l'extrait cellulaire 
35 sont pre-incubes a 37° C dans du tampon TEA (triethanolamine) a pH = 7,8, seul 
ou dans du tampon contenant differentes concentrations d'extraits. 
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Apres incubation, une solution de SANA est ajoutee au melange reactionnel. 
L'activite catalytique de l'extrait cellulaire est appreciee en mesurant le taux de 
liberation de p Nitroanilide, lequel presente un maximum d'absorption a 405 nm. 

5 

Les densites optiques a 405 nm sont enregistrees pendant 1 heure 30 a 2 
heures. 

Les effets de l'extrait de 1'invention sur l'activite elastasique ont ete etudies 
10 pour cinq concentrations differentes, respectivement 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 
5 mg/ml et 10 mg/ml. Un controle positif a ete introduit dans l'essai 
(dichloroisocoumarine a 2 mM). 



On a regroupe les resultats dans le tableau suivant. 

15 





Tcmoin 


0,5 


1 


2 


5 


10 


DCI 


mU elastase/10 6 cell 


0,682 


0,577 


0,503 


0,424 


0,332 


0,310 


0,431 


Inhibition 




15,3 


26,3 


37,7 


51,4 


54,7 


37 



Les resultats obtenus montrent que l'extrait de Tinvention est capable 
d'inhiber de maniere dose dependante Vactivite elastasique. 

20 

Dans les conditions experimentales retenues, la concentration inhibitrice 50 
de l'extrait a ete evaluee a 5,6 mg/ml. 

• activite anti-collagenasique de l'extrai t de rinvention 

25 

On a etudie l'effet de l'extrait de Vinvention sur Vactivite anticollagenase. 
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Cette activite a ete evaluee par la methode de la fluorescamine. 



Le test est base sur la formation de composes fluoresceins entre la 
fluorescamine et les amines primaires, les acides amines et les peptides. En 
5 pratique, on mesure Taugmentation de remission de fluorescence obtenue apres 
incubation d'une solution de collagene de type I et de collagenase en presence de 
fluorescamine. 



devaluation de l'activite catalytique de la collagenase se fait en absence ou en 
10 presence de differentes concentrations de l'extrait, respectivement pour 0,5 mg/ml, 
1 mg/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml et 10 mg/ml. 

Les resultats sont reproduits dans le tableau ci-apres. 



Concentration 




mg/ml 


Inhibition 


u,i> 


6,4 % 


l 


6,6 % 


2 


12,6 % 


5 


19, t> % 


10 


17,2% 



Comme le montrent les resultats, on observe un effet inhibiteur de l'activite 
collagenasique. 



20 Comme deja dit, l'invention concerne egalement une composition cosmetique 

comprenant un extrait de tourteau de graine de noix tel que decrit precedemment. 

Pour obtenir une composition cosmetique presentant les proprietes precitees, 
Textrait de tourteau de Tinvention est utilise sous forme d'une solution de 
25 concentration comprise entre 10 et 40 grammes de matiere seche par litre de 
sol van t, avantageusement 30 g/1. 

En pratique, la composition contient entre 0,5 et 10 %, avantageusement entre 
2 ct 5 % en poids de la solution d'extrait de "invention precitee de tourteau de 
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graine de noix. Bien entendu, 1'extrait sera incorpore dans la composition 
cosmetique avec tout excipient usuel de formulation. 



La composition cosmetique pourra notamment se presenter sous forme de 
5 creme, lait, gel, serums, microemulsions ou autre. 

Comme deja dit, cette composition pourra etre utilisee en cosmetique pour le 
traitement du vieillissement cutane ou encore comme protecteur de la peau contre 
les stress environnementaux, induits notamment par les rayonnements UV. 

10 

L'invention concerne enfin un procede de traitement cosmetique de lutte 
contre le vieillissement de la peau, caracterise par le fait qu'il consiste a appliquer 
sur la peau une quantite efficace de la composition cosmetique decrite ci-avant. 

15 Les avantages de l'invention ressortiront mieux des exemples de realisation 

quisuivent. 

pxemple 1 

Formulation d'une creme vrotectrice a base de I'ex trait de l'invention 

20 

On prepare les cinq phases suivantes : 



Phag e \ 

Plurol ® stearique 5 % 

25 Alcool cetylique 2 % 

Myristate d'octyldodecyle 3 % 

Labrafac ® lipophile WL 1 349 3 % 

Ceraphyl 368 4 % 

Dimethicone 5 % 

30 Huile de Camellia 3 % 

Phenonip 0,5 % 

Phase II 

Eau demineralisee 35 % 

35 Avicel RC 591 1 % 
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Phase III 

Eau demineralisee q S p 

UltrezlO 0,15% 

Hydroxyde de sodium (10% solution) 0,3 % 

Phase IV 

Dow corning 1403 2 % 



Phase V 

1 0 Solution d'extrait de l'invention (30 g/1) 3 % 



5 



La fabrication de la creme est realisee selon le procede suivant. 

On disperse tout d'abord l'Avicel RC 591 dans l'eau. On saupoudre ensuite 
15 1'Ultrez 10 dans l'eau. On neutralise avec l'hydroxyde de sodium. On ajoute alors 
sous agitation les phases II et III chauffees prealablement a 55° C dans la phase I 
chauffee a 75° C. On refroidit sous agitation le melange et vers 50° C, on ajoute la 
phase IV. Sous agitation, on ajoute la phase V a une temperature voisine de 35° C. 

20 

Exemple 2 

Formulation d'une cre me anti-age 



Phase I 

25 Apifil 03) g % 

MOD io% 

ISIS io% 
Phenonip 0,6 % 

30 Phase II 

Eau demineralisee qsp 

Carbopol 934 0,2 % 



Phase III 

35 Hydroxyde de sodium (1 0 % solution) 0,4 % 
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Phase TV 

Transcutol ® CG 5 % 

Solution d'extrait de l'invention (30 g/1) 5 % 
Parfum qsp 

5 

La fabrication de la creme anti-age est realisee selon le precede suivant. 

On disperse tout d'abord le Carbopol dans la phase II. On ajoute ensuite sous 
agitation la phase II chauffee a 75° C dans la phase I chauffee egalement a 75° C. 
10 On ajoute 1'hydroxyde de sodium. Toujours sous agitation, on refroidit le melange 
et a une temperature voisine de 30° C, on ajoute les autres constituants. 



15 



Exemple 3 

Formula tion d'un gel moussant pour peaux sensible* 



20 



25 



Phase I 
Oronal LCG 
Oronal BLD 
Amonyl 440 NI 
Oramide DL 200 
Softcutol ® O 
Phenonip 
Parfum 

Phase II 

Eau demineralisee 

Solution d'extrait de l'invention (30 g/1) 



20% 
20% 
10% 

1,8% 

1 % 

0,5 % 

0,5 % 



qsp 

2% 



30 Phase III 

Acide citrique (50 % solution) 



0,07 % 



La fabrication du gel moussant est realisee selon le procede suivant. 



A froid, on melange tous les constituants de la phase 1 dans l'ordre de la 
formule. On ajoute ensuite les phases II et III sous agitation lente. 
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Example 4 

Formulation d'un lait apres-solairc 



5 Phase J 

Tefose ® 2000 7 % 

Alcool cetylique 2% 

Geleol l % 

ISIS 5 % 

10 MOD 5% 

Dimethicone 2 % 



Phase II 

Eau demineralisee qsp 

1 5 Carbopol 941 0,1 % 

Solution d'extrait de l'invention (30 g/1) 5 % 

Phase HI 

Hydroxyde de sodium (1 0 % solution) 0,2 % 

20 

Phase IV 

Parfum 0,2 % 

Germaben II l % 

25 Le lait apres-solaire est fabrique selon le procede suivant. 

On disperse tout d f abord le Carbopol dans Teau. On ajoute ensuite sous 
agitation la phase II chauffee a 75° C dans la phase I chauffee a la meme 
temperature. On incorpore ensuite la solution d'hydroxyde de sodium. Enfin, 
30 toujours sous agitation, on refroidit a une temperature voisine de 30° C et on ajoute 
les autres constituants. 



Les avantages de Tinvention ressortent bien de la description. On notera en 
35 particulier la capacite de Textrait de tourteau de graine de noix a stimuler la 
synthese proteique, notamment au sein des cellules du derme et de Fepiderme, de 
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sorte a agir contre le vieillissement cutane. On note egalement son activite anti- 
inflammatoire, et protectrice vis-a-vis des "stress environnementaux" et notamment 
des UV engendrant des effets deleteres cumulatifs. 

5 Ces differentes applications font de l'extrait de tourteau de graine de noix un 

actif complet destine a lutter non seulement contre le vieillissement intrinseque en 
stimulant le metabolisme cellulaire, mais egalement extrinseque par son activite 
protectrice. 



10 
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REVKNDTPATTONQ 

1/ Extrait de tourteau de graine de noix produites par un noyer du genre 
Juglans, susceptible d'etre obtenu par une etape de maceration aqueuse dudit 
5 tourteau puis une etape de concentration. 

2/ Extrait de tourteau de graine de noix selon la revendication 1 caracterise en 
ce que l'etape de concentration est effectuee par osmose inverse. 

10 3/ Extrait de tourteau de graine de noix selon la revendication 1 caracterise en 
ce que la maceration est effectuee a 4° C. 

4/ Extrait de tourteau de graine de noix selon la revendication 1 caracterise en 
ce qu'on fait suivre ladite etape de concentration par une etape de sechage ou de 
1 5 lyophilisation, afin d'obtenir une poudre. 

5/ Extrait de tourteau de graine de noix selon Tune des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce que la noix est produite par un noyer commun (Juglans regia). 

20 6/ Extrait de tourteau de graine de noix selon Tune des revendications 1 a 5 

utilise comme protecteur des cellules cutanees vis-a-vis du stress oxydatif induit 
par les UVB. 

II Extrait de tourteau de graine de noix selon Tune des revendications 1 a 5 
25 utilise comme agent anti-inflammatoire. 

8/ Extrait de tourteau de graine de noix selon l'une des revendications 1 a 5 
utilise comme agent anti-age pour lutter contre le vieillissement de la peau. 

30 91 Extrait de tourteau de graine de noix selon Tune des revendications 1 a 5 
utilise comme stimulateur de la synthese des proteines par les cellules de 
1'epiderme. 



10/ Extrait de tourteau de graine de noix selon l ! une des revendications 1 a 5 
35 utilise comme stimulateur de la synthese des proteines (et notamment le collagene 
et les glysosaminoglycanes) par les cellules du denne. 
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1 1/ Extrait de tourteau de graine de noix selon l'une des revendications 1 a 5 
utilise comme agent anti-collagenasique. 

5 12/ Extrait de tourteau de graine de noix selon Tune des revendications 1 a 5 

utilise comme agent anti-elastasique. 

13/ Extrait de tourteau de graine de noix selon Tune des revendications 1 a 5, 
utilise pour son activite protectrice vis-a-vis de l'apoptose induite. 

10 

14/ Composition cosmetique caracterisee en ce qu'elle comprend un extrait de 
tourteau de graine de noix selon Tune des revendications 1 a 5. 

15/ Composition cosmetique selon la revendication 14 caracterisee en ce que 
15 ledit extrait se presente sous forme d'une solution de concentration comprise entre 
10 et 40 g de matiere seche par litre de solvant, avantageusement 30 g/1. 

16/ Composition cosmetique selon la revendication 15 caracterisee en ce 
qu'elle contient entre 0,5 et 10 %, avantageusement entre 2 et 5 % en poids de 
20 ladite solution. 

17/ Procede de traitement cosmetique pour lutter contre le vieillissement de la 
peau caracterise en ce qu'on applique sur la peau une quantite efficace de la 
composition cosmetique selon Tune des revendications 14 a 16. 

25 
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